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Abstract of DE1 9923811 

The aim of the invention is to quickly diagnose 
TSE-induced changes in animal and human 
tissues by measuring infrared spectra of these 
tissues. Either thin slices of tissue, pieces of 
tissue or tissue homgenizates serve as tissue 
samples. The measurements of the infrared 
spectra are carried out in a known experimental 
device that is used in infrared spectroscopy (e.g. 
in transmission, attenuated total reflection, direct 
or diffuse reflection). The detection of the 
pathological changes induced by TSE is carried 
out by comparing the infrared spectra of the 
sample to be examined with a reference data 
bank consisting of infrared spectra that were 
obtained from healthy material or from 
pathologically changed tissue samples. The 
conformation of the spectra of unknown samples 
with the reference data bank is preferably carried 
out using pattern recognition techniques (e.g. 
multivariate statistical models, artificial neuronal 
networks, genetic algorithms). 
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® Verfahren zur Diagnose TSE-induzierter Veranderungen in Geweben mittels Infra rotspektroskopie 
© Zur schnellen Diagnose TSE-induzierter Veranderun- 
gen in tierischen und menschlichen Geweben werden In- 
fra rotspektren dieser G ewe be gemessen. Afs Gewebe- 
probe dienen entweder Gewebediinnschnitte, Gewebe- 
stiicke oder Gewebehomogenisate. Die Messungen der 
■ Infrarotspektren erfolgen in einer an sich bekannten expe- 
. rimentellen Anordnung der IR-Spektroskopie (z. B. in _ 

Transmission, abgeschwachter Total reflexion, direkter 
• oder diffuser Reflexion). Der Nachweis der durchTSE her- 
vorgerufenen pathologischen Veranderungen erfolgt 
dann uber einen Vergleich der Infrarotspektren derzu un- 
tersuchenden Probe mit einer Referenzdatenbank, beste- 
hend aus Infrarotspektren, die von gesundem Material 
bzw. von pathologisch veranderten Gewebeproben erhal- 
ten wurden. Der Abgleich der Spektren unbekannter Pro- 
ben mit der Referenzdatenbank erfolgt bevorzugt mittels 
Mustererkennungstechniken (z. B. multivariater statisti- 
scher Modelle, kunstlicher neuronaler Netze, genetischer 
Algorithmen). 
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Beschreibung 

Die Erfindung hetrifftein Verfahren fur die schnelle Iden- 
tifizierung von durch transmissible spongiforme Enzephalo- 
patliien (TSE) induzierte pathologische Veranderungen in 5 
tierischen oder menschlichen Geweben mit Infrarotspektro- 
skopie (FR-Spektroskopie). 

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien sind iiber- 
tragbare neurodegenerative Erkrankungen des Zentralner- 
ven systems (ZNS) mit todlichern Verlauf, die viele Sauge- 10 
ticrc sowie auch den Mcnschcn betreffen konncn. Hicrbci 
gilt TSE als ein Oberbegriff, unter dem die bei verschiede- 
nen Spezies auftretenden Krankheitsformen zusammenge- 
laJJl werden. Neben der Scrapie (Traberkrankheil), der ur- 
spriinglich bei Sen a fen aufgelretenen, aber auf Hamster und 15 
Mause iibertragbaren Form, sind bislang fiinf weitere TSE 
in Saugetieren bekannt: Die bovine spongiforme Enzephalo- 
pathie (BSE) beim Rind, die chronische Auszehrung 
(CWD) bei bestimmten amerikanischen HLrscharten, die 
iibertragbare Enzephalopathie (TME) bei Nerzen, die feline 20 
spongiforme Enzephalopathie (FSE) bei Katzen und eine 
spongiforme Enzephalopathie bei Antilopcn. Beim Mcn- 
schcn untcrschcidct man vicr TSE: Die Crcutzfcldt-Jacob- 
Krankheir (CJD), das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syn- 
drorn (GSS), die farniliare fatale Tnsomnie (FFT) und TCuru. 25 

Deliniliv laBl sich eine TSE a) durch den histologisehen 
Nachweis charakteris rise her spongifbrmer (schwammarti- 
ger), mit einer Gliose einhergehender Veranderungen im 
Hirngewebe, b) durch den immunologischen Nachweis von 
Ablagerungen des pathologischen Prionproteins (PrP) mit- 30 
tels Western-Blot-Technik, I Iisto-B lot-Tec hnik und Immu- 
nohistochemie, c) durch den elektronenmikroskopischen 
Nachweis Scrapie- as soziierter (PrP-)Fibrilien (SAF) und d) 
durch den Nachweis des infektiosen TSE-Agens mittels 
"Obertragungsexperimenten im Tierversuch diagnostizieren. 35 

Klinische Symptome und der laborchemische Nachweis 
erhohter Konzenlralionen besliiuiiiLer ProLeine in Liquor 
und/oder Serum [Protein 14-3-3 (Zeix et ai. (1997) N. Engl. 
J. Med. 336: 874; Zerr et al. (1998) Ann. Neurol. 43: 
32-40.), Protein S100 (Otto et al. (1997) J. Neurol. 244: 40 
566-570; Otto et al. (1998) Brit. . Med. J. 316: 577- 582; 
Otto et al. (1998) J. Neurovirol. 4: 572-573) und neuronspe- 
zinsche Enolase (Zerr et al. ( 1 995) Lancet 345: 1 609- 1610)] 
crlaubcn bei Mcnsch und Tier Icdiglich cine Vcrdachtsdia- 
gnosc. Glcichcs gilt fur EEC- odcr magnctrcsonanztomo- 45 
grafische Veranderungen, die im Zusammenhang mit 
menschlichen TSE auftreten. 

Mil der Weiler- und Neuenlwicklung von Nachweisver- 
Tahren fiir TSE werden u. a. folgende Ziele verlblgt: 

50 

a) Die Verbesserung der Differentialdiagnostik huma- 
ner TSE. Diese Krankheiten lassen sich bisher nur post 
mortem oder durch Himbiopsie mit GewiBheit diagno- 
stizieren. 

b) Die Erkcnnung von TSE-Kontaminationcn in Blut, 55 
Organcn und Geweben sowie in daraus gewonncnen 
Pradukten menschlichen und tierischen Ursprungs. 

c) Die Erkennung menschlicher TSE-infizierter Blut-, 
Organ- und Gewebespender. 

d) Die Erkennung TSE-inlizierler Nutzliere (&. B. Kin- 60 
der und Schafe) im praklinischen oder klinischen Sta- 
dium am Schlachthof bzw. im Feld. 

Die Diagnostik von TSE-Erkrankungen bei Nutztieren ist 
wegen der potentiellen tjbertragbarkeit durch den Verzehr fis 
von Fleisch erkrankter Tiere von groBem Interesse. So be- 
steht z. B. der Verdacht, daB der Konsurn von BSE-ver- 
seuchtem Rindfleisch eine neue Variante von CJD beim 
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Menschen (nvCJD) venirsachen kann. Im Sinne des Ver- 
braucberschutzes und der Eindamniung der Ausbreitung der 
Epiriernie fuhren daher zur Zeit einige Siaaten hehordliche 
Uberwachungen des Durchseuchungsgrades von Rinderpo- 
pulationen mit BSE ein. In diesem Zusammenhang werden 
auf Schlachthofen routinemaBige Kontrollen geschlachtetcr 
Rinder angestrebt, von denen die weitere Verwertbarkeit des 
Schlachtgutes abhangt. 

Zur Zeit befinden sich verse hiedene Testsysteme in der 
Entwicklung, um ein sensitives und schnelles Screening 
groBcr Probcnzahlcn auf pathologischcs Prionprotcin und 
somit eine TSE-Diagnostik im groBtechnischen MaBstab zu 
ermoglichen. Dazu zahlen u. a. ein Kapillarelektrophorese- 
Immunoassay mit lluoreszenzmarkierten Pepliden (Schmerr 
& Jenny (1998) Electrophoresis 19: 409-414) und ein Dellia 
genanntes immunologisches Detektionssystem mit fiuores- 
zierenden Lanthanidchelaten (Safar et al. (1998) Nature Me- 
dicine 4: 1157-1165). 

Bisher ist nur ein diagnostisches Verfahren zur Identifi- 
zierung von TSE-inflzierten Nutztieren in groBtechnischem 
MaBstab verfugbar. Dieses ist auf die Anwendung im 
Schlachthof begrenzt und crlaubt die Fcststcllung einer BSE 
im Rind nach Angabcn des Entwicklcrs bis zu cincm halbcn 
Jahr vor dem Auftreten klinischer Sympome (Information 
des Herstellers im Internet: http://www.prionics.ch). 

Bei diesem von der Schweizer Firma Prionics AG ent- 
wickelten Verfaliren wird cue Gewebeprobe aus der Medulla 
oblongata geschlachteter Rinder homogenisiert und mit dem 
Enzym Proteinase K behandelt. Das ggf. nach der Behand- 
lung verbleibende pathologische Prion protein wird mit dem 
monoklonalen Antikorper 6114 (hergestellt von der Firma 
Prionics) rnarkiert und anschlieBend im Western-Blot ange- 
farbt. Vom Zeitpunkt der Gewinnung der Probe bis zum Er- 
halt eines endgilltigen Ergebnisses vergehen bei diesem Ver- 
fahren nach Angaben des Herstellers bis zu 12 Stunden. 

Tn der DE 198 41 217 Al wird ein Gerat und Verfahren 
zur spektroskopischen Analyse von menschlicheni oder lie- 
rischem Gewebe oder Korperfluiden beschrieben. Zielstel- 
lung ist dabei das Testen und tjberwachen von nonnaler 
Haut und verschiedener Hauttumorgewebe in den fruhen 
Stadien ihrer Entwicklung. 

Die WO 97/18566 Al beschreibt ein Verfahren zur Iden- 
tifizierung zellularer Anomah'en, welche mit Stadien von 
Krankheiten cinhcrgchcn. Eincrscits handclt cs sich um ein 
Verfahren zur Bcstimmung von prakanzcroscn und kanzcr- 
osen Stadien von zervikalem Krebs und von normalen zervi- 
kalen Zellen mittels Infrarot.-(IR)-Spektroskopie. Ariderer- 
seils handell es sich um ein Verfahren zur AnferLigung von 
IR-Spektren von individuellen zervikalen Zellen, welche in 
einer fur den Infrarotbereich transparenten Matrix eingebun- 
den werden und die Verwendung dieser Spektren zur Unter- 
scheidung der zervikalen Zellen von normalen gesunden 
Zellen. 

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren zum schncllcn, zuvcrlassigcn und okonomischen 
Nachweis TSE-induzicrter Veranderungen in Geweben zu 
entwickeln. Das erfindungsgemaBe Verfahren soil auch un- 
ter den Bedingungen eines Schlachthofes im Routinehetrieb 
effekliv einselzbar sein. 

Aufgabe der Erlindung ist somit die Sehallung eines Ver- 
fahrens zur Diagnose von TSE-induzierten pathologischen 
Veranderungen in Geweben, wobei die Veranderungen 
durch Scrapie, BSE oder durch eine andere dem TSE-For- 
menkreis zugehbrigen Krankheitsform hervorgerufen wer- 
den. 

ErftndungsgemaB wird diese Aufgabe dadurch gelost, daB 
(a) Infrarotstrahlung auf eine durch TSE parhologisch 
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veranderte Gewebeprobe gelenkt wird und die spektra- 
len Charakteristika der Infrarotsirahlung nach Wecb- 
selwirkung mit. der Probe regis triert werden und 
(b) die so erhaltenen Infrarotspektreu mit einer Refe- 
renzdatenbank, welche Infrarotspektren von TSE-infi- 
zierten Geweben und von nicht-infizierten Geweben 
en thai I, verglicben und klassifiziert werden. 

Ausgestaltungen der Erfindung werden in den Unteran- 
spriichen beschrieben. 

Das der Erfindung zugmndc licgende Vcrfahrcn basicrt 
wesenrlich auf Messungen der Infrarotspektren des patholo- 
gisch veranderten Gewebes. Bekannt ist bereits durch eine 
Reihe von Publikalionen und Paten lanmeldungen, daB 
krankheilsspezilisehe Veriinderungen sich iin Infrarolspek- 
truni der Gewebe widerspiegeln konnen (US Patent 
5 ,168,1 62 (Wong & Rigas; US Patent 5,038,039; Wong, Ri- 
gas; Lasch & Naumann (1998) Cell. Mol. Biol. 44: 
189-202; Lasch et al. (1998) Proc. SPIE 3257: 187-198; 
Choo et. al. (1996) Biophys. J. 71: 1672-1679). Uber Infra- 
rotspektroskopie an TSE-Gewebeproben liegen allerdings 
bislang kcinc publizicrten Datcn vor. 

Die cxpcrimcntcllcn Datcn, die der vorlicgcndcn Patcnt- 
heschreibung zugrunde liegen, wurden anhand von ZNS- 



die erst nach bis zu 12 Sttinden ein Ergebnis liefem. Eine 
routinemafiige Anwendung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens, etwa zur Fleischkontrolle in Schlachrhofen, erforderr. 
dalier praktisch keinerlei Zwischenlagerung des Schlachtgu- 
5 tes bis zum Erhalt der Diagnose. Die Schnelligkeit der Dia- 
gnose stellt einen okonomischen Vorteil gegenuber bekann- 
ten Verfahren dar, da Lagerungszeit des Schlachtgutes und 
damit Raum- und Energiekosten fiir die Kuhlung minimicrt 
werden. Zusatzlich wird eine groBere Frische des Fleisches 
10 zum Zeitpunkt des Endverbrauchs erzielt. 

Das Vcrfahrcn laBt sich schr gut in cincn RoutincprozcB 
integrieren, da Spektrenmifnahme, Spektrenverarbeitung 
und die Klassifizierung vollstandig computergesteuert erfol- 
gen und sich sehr leichl aulomaUsieren lassen. Ein geringer 
15 Persunalbedarf beslehl inlblge dessen lediglich fur die an 
sich einfache Probenvorbereitung, die im Gegensatz zu an- 
deren Verfahren keine aufwendige Probenvorbehandlung 
(z. B. Anreicherung des Prionproteins mittels PK-Verdau), 
kein Nachweisagens (z. B. Immunolabel) und keine Anfar- 
20 bung der Gewebediinnschnitte (z. B. mittels Immunohisto- 
chemie) erfordert. 

Das crfindungsgcma'Bc Vcrfahrcn kann ohnc Einbczic- 
hung hochspczialisicrtcr Fachlcutc (ctwa von Histologcn) 
durchgeFilhit werden, da die Klassifizierung der TR-Spek- 
Proben Scrapie-infizierter Hamster als Model 1 system ent- 25 tren durch an sich bekannte, fur die Zwecke der TSE-Dia- 



wickelL Es wurde im Hamslermodell festgeslellt, daB nach 
iufektion der 'Here mit Scrapie charakteristische Anderun- 
gen im Infrarotspektrum von Gewebeproben des ZNS auf- 
treten; Diese Anderungen konnten nach dem erfindungsge- 
maBen Verfahren durch Vergleich mit entsprechenden Pro- 
ben von nicht-infizierten, also gesunden Tieren identifiziert 
werden. Das Verfahren ist prinzipiell fur die Diagnose jeder 
der Krankheitsbilder des TSE-Formenkreises anwendbar. 

VerfahrensgemaB ist fur die TSE-Diagnostik mittels In- 
frarotspektroskopie ein Vergleich von Spektren des zu un- 
tersuchenden Gewehematerials mit entsprechenden Spek- 
tren von Geweben bekann ten Ursprungs im Sinne eines Re- 
ferenzverfahrens notwendig. Die praktische Durchfuhrung 
des Verfahrens erfordert daher das Vorliegen einer validier- 
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gnosuk optimierte Verfahren der eompulergeslutzlen Mu- 
stererkennung erfolgt. Die Bewertung der Spektren anhand 
streng mathematischer Kriterien fuhrt gleichzeitig zu einer 
hohen Sicherheit der Diagnose, die ohne subjektives Erfah- 
rungswissen auskommt und somit unvermeidbare, mensch- 
licheFehleinschatzungen umgeht. 

Aufgrund des geringen Personalbedarfs und praktisch 
keiner laufenden Materialkosten stellt das erfindungsge- 
mafle Verfahren ein wirtschaftlich sinnvolles Konzept dar. 

Der Vorzug des erfindungsgemaBen Verfahrens in seiner 
hesonderen rR-mikroskopischen Ausfuhrung zur ortsaufge- 
loslen Analyse von Gewebedunnschnillen Uegt in der Kom- 
bination spezifischer, spektral aufgeloster Strukturin forma- 
tion und der hohen Ortsauflosung, die hieraus erzielt wird. 



ten Referenzdatenbank von IR-Spektren, die von gesunden 40 So kann mittels der erreichbaren Ortsaufldsuug eines IR-Mi- 

bzw. pathologischen Gewebeproben erhalten wurden. Die kroskopes die Beteiligung einzelner Neuronen am Krank- 

Erstellung der Referenzdatenbank ist fur eine standardisierte heitsverlauf erfaBt und untersucht werden. Die sehr hohe 

Diagnostik nur einmal erforderlich. diagnosdsche Empfindlichkeit resultiert aus der Tatsache, 

Der Abglcich von Spektren unbekannter Proben mit der daB praktisch kcinc Mittclung von Mcrkmalcn krankcr und 

Referenzdatenbank erfolgt dann vorzugsweisc mittels Tech- 45 gesunder Zcllcn erfolgt, wic cs bci andcrcn, mcht-ortsaufge- 



niken der computergestiitzten Mustererkennungsverfahren, 
wie z. B. multivariate Sratistik, kunstliche neuronale Netze, 
genelische Algorithmen etc. . 

Zum Erlassen der Spektren wird auf die Proben Infrarol- 
licht gelenkt und die spektralen Charakteristika der austre- 
tenden Strahluug, d. h. nach Wechselwirkung des Lichts mit 
dem Gewebe registriert. Vbrteilhaft ist der Einsatz mikro- 
spektrometri setter Techniken, wenn eine Minimi erung der 
erforderlichen Probenmengen angestrebt wird. Beim Ein- 
satz cincs Infrarotmikroskops konnen dariibcr hinaus an 
DUnnschnittcn auch ortsaufgclost spektrale Informationcn 
gewonnen werden, die das Verfahren wesentlich spezifi- 
scher und empflndlicher gesralten konnen. Tn der Perspek- 
tive ware ein Nachweis mittels Infrarollichtleiler als Endo- 
skop deakbar, der die Diagnostik von TSE direki im inlizier- 
ten Organismus ennoglicht. 

Zum besseren Verstandnis ist der ty pise he Ablauf des 
Verfahrens in Abb, 1 schematisch dargestellt. 

Insgesamt erlaubt das neue Verfahren zur Diagnose TSE- 
induzierter Veranderungen in Gewebe Aussagen innerhalb 
weniger als einer Minute nach Erhalt der Probe. Damit ist es 
sowohl dem immunologischeo Nachweis des Prionproteins 
und auch der immun-hisrologischen Diagnose Uberlegen, 



ldsten Methoden zwangslaufig der Fall ist. Diese besondere 
Ausfuhrungsform des Verfahrens erfordert derweil noch re- 
lativ viel Zeit fiir die Datenakquisition, welche in Abhangig- 
keil der GroBe des untersuchten Gewebearials und der Orts- 
50 auflosung 1 bis 6 Stunden dauert, uud eignet sich daher we- 
niger fiir routinemafiige Kontrollen. Sie durfte jedoch eine 
breite Anwendung in der wissenschafdich klinischen Erfor- 
schung der bislang unverstandenen Pathogenesemechanis- 
men von TSE finden. Perspektivisch wird die Kombination 
55 dicscr Ausfuhrungsform nut sogenannten Array-Infrarotdc- 
tcktorcn, die zur Zcit von vcrschicdcncn Hcrstcllcm cntwik- 
kelt werden und mit. den en die ortsaufgelfiste IvTessung von 
TR-SpektrSn kompletter Areale von GewebedUnnschnitr.en 
innerhalb sehr kurzer Zeit moglich ist, das Verfahren auch 
60 der schnellen RoutinediagnosLik zugiinglich werden. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
werden Gewebeproben dem Organismus post mortem ent- 
nommen. Dabei kann es sich sowohl um tierische als auch 
menschliche Organismen handeln. 

Das Verfahren ist prinzipiell fur die Diagnose jeder der 
speziellen Krankheitsfonnen geeignet, die unter dem Be- 
griff transmissible spongiforme Enzephalopathie (TSE) zu- 
sammengefaBt werden, wie z. B. BSE, Scrapie oder CJD. 
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Als Entnnhmeort der Gewebeproben kommen alle Or- 
gane in Betracbt. die durch eine TSE hervorgerufene patho- 
logische Verandemngen aufweisen. Nach hen ri gem Wis- 
seiisstaiid betroftene Organe sind das Zentrale Nerven sy- 
stem, das periphere Nervensystem, Organe des lymphati- 5 
schen Systems, des Verdauungssystems, des endokrinen Sy- 
stems, des kardiovaskularen Systems und des respirator^ 
schen Systems, 

Bevorzugte Entnahmeorte sind das Zentrale Nervensy- 
stein und das periphere Nerven system, wobei insbesondere 10 
Medulla oblongata sowic Pons des Hirns vortcilhaft sind. 

Die Preparation der Gewebeprobe richtet sich nach der 
besonderen Ausfijhrungsform des Verfahrens. 
. Fur die Analyse voll hydralisierter Gewebeproben wer- 
den kleine GewebesUicke enlnummen. Die nativen Proben 15 
werden z. B. in handelsiibiiclien IR-Kuvetten plaziert. 

Altemativ wird ein Homogenisat des Gewebematerials in 
H2O hergestellt und Aliquote in IR-Kuvetten gebracht. In 
Abwandlung werden Aliquote dieser Suspension als trans - 
parente Filme auf IR-durchlassigen Probenhaltern aufge- 20 
trockent, wobei reduzierte Drucke sich als vorteilhaft im 
Sinnc cincrBcschlcunigung des Antrocknungsvorgangcs cr- 
wicscn haben (Helm ct al. (1991) J. Gen. Microbiol. 137: 
69 79. 

Fiir die spezielle Durch fuhrung des Verfahrens in einer 25 
infrarotmikroskopischen MeBanordrjung zurErfassung orts- 
spezifischer Informationen werden Krydunuschnitte, z. B. 
sagittate Schnitte praparierter Hirne angefertigt. Diese wer- 
den plan auf IR-transparente Objekttrager aufgebracht. 

Das Verfaliren erfordert keine weitere Fixierung des 30 
Dunnschnittes und die Proben werden bis zur Messung in 
trockener Umgebung bei Raumtemperatur aufbewahrt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung, bei der 
Infrarotlichtleiter eingesetzt werden, laBt sich das Verfahren 
prinzipiell auch am Lebenden Organismus anwenden, indem 35 
der T/ichtleiter minimalinvasiv in das Gewebe eingefuhrt. 
und dort das Infrarutspektruin direkt erfaBt wird. Die Reali- 
sierung dieser Ausfuhrungsform ist zur Zeit noch an die . 
Weiterentwicklung der Infrarotlichtleitertechnologie gebun- 
den, da die derzeit verfugbaren Lichtleiter noch zu geringe 40 
spektrale Empfindlichkeiten aufweisen und zudem noch zu 
unflexibel und zu groB sind. 

Als Material fur Kiivetten bzw. Probentrager der oben be- 
schricbcncn Preparations van an ten konnen prinzipiell allc in 
der IR-Spcktroskopic iiblichcrwcise vcrwcndctcn wasscrun- 45 
16slichen optischen Materialien eingesetzt werden, wobei 
sich CaF 2 und BaF2 besonders bewahrt haben. 

Die fur die Auihahme der IR-Speklren benotigten Sub- 
stanzmengen und ihre HaehenmaBige Ausdehnung konnen 
selir klein gehalten werden. Je nach vorgegebenen Bedin- 50 
gungen (z. B. Spektroskopieren mit oder ohne Strahlfokus- 
sierung bzw. Verwendung eines IR-Mikroskops) konnen 
Substanzmengen im Bereich von ug bis ng eingesetzt wer- 
den. Die Durchmesser der durchstrahlten Probenareale vari- 
icrcn dements prechend zwischen 1-3 mm und 10-30 urn. 55 
Die Untcrgrcnzc cntspricht ctwa der GroBc einer bzw. weni- 
ger Zellen (z. B. Neuronen). 

VerfahrensgemaS werden TnfraroLspektren der Gewebe- 
proben gemessen, die in einer der beschriebenen Weise her- 
gestellt wurden. Die Aufnahme der Spektren erfolgt hierbei 60 
vorzugs weise mit einem Fourier-Transform-Infrarotspek- 
tro meter, welches gegenuber konvendonell arbeitenden, di- 
spersen Geraten eine Reihe von bekannten Vorteilen auf- 
weist, von denen hier nur die Schnelligkeit der Datenauf- 
nahme und die hbhere Empfindlichkeit genannt werden sol- 65 
len. Die Verwendung eines konvenrionellen, dispersen IR- 
Spektrometers ist grundsatzlich auch moglich, fiihrt jedoch 
zu einem Verlust an Schnelligkeit des Verfahrens. 
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Prinzipiell kann fiir die Spekirenmessung jede der an sich 
bekannten IR-spektroskoptschen MeBanordnungen einge- 
setzt. werden (z. B. in Transmission/Absorption, abge- 
schwachter Tota Ire flex ion. direkter oder diffuser Reflexion). 
Besonders bewahrt hat sich die Transmission s/Absorptions- 
spektroskopie. 

Die Aufnahme des Infrarotspektrums erfolgt typischer- 
weise im Spektralbereich des soeenannten mittleren Infra- 
rots zwischen 500 und 4000 cm r . Engere Spektralbereiche 
auch im nahen Infrarot zwischen 4000 und 10000 cm 1 fiih- 
rcn cbcnfalls zu cincr crfolgrcichcn Diagnose, wenn zuvor 
sichergestellt wurde, daB die Spektren der infizierten und 
der gesunden Gewebeproben charalcreristische Varianzen im 
erfaBten Spektralbereich aufweisen. Es hat sich insbeson- 
dere erwiesen, daB besonders markante spektrale Unter- 
schiede zwischen TSE-inrizierten und nicht-infizierten Ge- 
weben zwischen 1000 und 1300 cm" 1 detektiert werden 
konnen und dafl sich dieser Bereich daher bevorzugt fiir die 
Diagnose eignet. 

Die Auswahl eines oder mehrerer geeigneter Spektralbe- 
reiche kann z. B. durch visuelle Inspektion der Spektren 
(Auswahl der Bcrcichc mit den starksten und charaktcri- 
stischstcn Vcrandcrungcn im Vcrglcich zur Kontrollgruppc) 
oder durch ein an sich bekanntes multivariates Verfahren zur 
Selektion spektraler Merkrnale erfolgen. 

Die physikalischen MeBparameter, wie spektrale Aullo- 
sung oder Anzahl der gemittelten Spektren etc., konnen in- 
nerhalb der in der IR-Spektroskopie ublichen Bereiche vari- 
iert werden, ohne sich in der Praxis als kritisch fiir den Er- 
folg der Klassifizierung bzw. der Diagnose zu erweisen. 
Wichtig bei der Festlegung der Parameter der Spektrenge- 
winnung sowie der Probenpraparation ist lediglich, daB fiir 
alle Messungen, insbesondere auch fur die Kontrollmessun- 
gen an Gewebeproben nicht infizierter Tiere, identische Pa- 
rameter gewahlt werden. 

Unabhangig von derWahl des mathematisch-statistischen 
Verfahrens, das fiir die Klassifizierung der Spektren heran- 
gezogen wird, hat sich die Unterziehung der Spektren einer 
vorherigen Aufbereitung als vorteilhaft erwiesen. In Frage 
kommende, an sich bekannte Medioden sind etwa Berech- 
nung der ersten oder zweiten Ableitung, Spektren-Dekonvo- 
lution oder anderen Verfahren zur Erhohung des spektralen 
Kontrastes, die eine Bandenerkennung erleichtem und eine 
Minimicrung ctwaig vorlicgcndcr Basislinicnproblcmc gc- 
stattcn. Bei Vorlicgcn groBcr Probcnzahlcn hat sich tibcrdics 
eine vorhergehende Datenreduktion durch Methoden der 
multivariaten vStat.ist.ik wie z. B. der Faktoranalyse als hilf- 
reich erwiesen. 

Die Durchfuhrung des Verfahrens erfordert eine einnia- 
lige Erstellung einer Referenzspektrendatenbank. Hierfiir 
werden Spektren von Proben aus TSE- infizierten Organis- 
men und solche von Proben aus TSE-freien Individuen ge- 
messen. Probenpraparadon und Spektren aufnahme werden 
hierfur in analoger Weise" wie bei den unbekannten Proben 
durchgefithrt. Entschcidcnd ist, daB allc Parameter fiir die 
Rcfcrcnz- und Probcnmcssungcn identisch gewahlt werden. 

Das Spektrum der zu untersuchenden Probe wird mit den 
Spektren cTSr Referenzdatenbank verg lichen. Dabei erfolgt. 
die Klassifizierung des Speklruuis vorzugs weise inithilfe ei- 
nes der an sich bekannten Verfahren zur Mustererkennung, 
bei spiels weise mit Algorithmen der multivariaten Statistik, 
kiinstlichen neuronalen Netzen oder genetischen Algorith- 
men. In diesem Schritt wird das Spektrum im Sinne eines 
Zwei-Klassen-Problems als gesund oder TSE-infiziert klas- 
sifiziert. 

Fur die ortsaufgeloste Durchfuhrungsform des Verfahrens 
wird die Probe, die in diesem Fall ein auf einen Objekttrager 
aufgebrachter Gewebediinnschnitt ist, in den Stmhlengang 
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eines Intrarotmikroskops gebracht. Die Spektrenaufnahme hierarchischen Klassifiziening unterzogen, wobei zweite 

in der infrarotmikroskopischen MeBanornung kann wahl- Ableiuingen der Spektren im Spektralbereich zwischen 

weise in Transmission oder in direkter Reflexion erfolgen. 1 1 00 und 1 000 cm" 1 zugrunde gelegt. wurden. Das nach dem 

Es werden Infrarotspektren an verschiedenen Gewebestel- sogenannlen Ward's Algorithnius berechnete Dendrogranuu 

len aufgenommen. Die liierbei erreichte Ortsaufldsung kann 5 der KJassirizierung dieser Spektren zeigt die Fig. 3. Die 

durch den Schrittabstand der einzelnen MeBpunkte be- Spektren der infizierten Tierc (S-l bis S- 10) konnten perfekt 

stimmt werden. AuGerst vorteilhaft ist der Einsatz eines von denen der gesunden Tiere (N-l bis N-10) separiert wer- 

Computer-gesteuerten x/y-Hsches, der automatisierte Spek- den. 
irenmessungen gemaB eines beliebig bestimmbaren Rasters 

mit definierten Schrittabstanden ermoglicht. Derartige x/y- 10 Beispiel 3 
Tischc gchorcn hcutc zur St andardausstattung modcrncr IR- 

Mikroskope. In Abwandlung der in den Beispielen 1 und 2 dargestell- 

Ergebnis einer ortsaufgelosten Messung (Mapping) ist . ten Ausfuhrungsformen wurden von ZNS-Proben von N- 

eine Infrarotspektrenserie, wobei jedes Spektrum einen Pi- und S-'Heren, die wie oben erlliuterl erhalten wurden, 8 pin 

xel auf dem hkliven Raster des Gewebedtinnsehnitls reprii- 15 dicke Kryodunnschnitte angeferligt und mil den an sich be- 

sentiert. Auf diese Weise werden IR-Daten erlialten, die den kannten Verfahren des FT-IR Mappings (Diem et al, (1 999) 

gewahlten Ausschnitt des Diinnschnittes vollstandig abdek- Appl. Spectroscopy 53: 148A-161A; Lasch & Naumann 

ken. Die ortsspezifische Information iiber die raumliche (1998) Cell. Mol. Biol. 44: 189-202; Chooet al. (1996) Bio- 

Ausbreitung der TSE im Gewebe wird erhalten, indem jedes phys. J. 71 : 1672-1679) und der Infrarotbildgebung (Lasch 

der Spektren eines Mapping-Datensatzes nut der Referenz- 20 & Naumann (1998) Cell. Mol. Biol. 44: 189-202; Lasch et 

datenbank abgeglichen wird und so entweder als gesund al. (1998) Proc. SPIE 3257: 187-198) gemessen und charak- 

odcr infizicrt klassifizicrt wird. tcrisicrt. Es wurden Spektren von 1,5 mm x 1,5 mm groBcn 

Das folgcndcn Bcispiclc sollcn vcrdcutlichcn, wic ZNS- Arcalcn in Schrittcn von 50 pm durch cine 60j.im Apcrtur 

Proben Scrapie-infizierter Hamster von denen gesunder aufgenommen. Die von S- und N-Proben erhakenen Spek- 

Kontrolltiere gernaB des erfindungsgemaBen Verfahrens an- 25 tren wurden dann jeweils zunachsr. getrennt einer hierarchi- 

hand der krunkheitsspezifi schen spektralen Anderungen ih- schen Klassilizierung unterzogen, urn eine DilTerenzierung 

rer Infrarotspektren differenziert werden konnen. der fur verschiedene Hirnstrukturen typischen Spektren zu 

erzielen. Fig. 4A zeigt ein Dendrogramm, fur dessen Be- 

Bei spiel 1 rechnung nach Datenkompression mittels Hauptkomponen- 

30 ten analyse die ersten drei Hauptkomponenten zwischen 

Erwachsene weibliche Syrische Hamster (Mesocricetus 1450 und 950 cm 1 (ca. 500 Datenpunkte) benutzt wurden. 

auratus) wurden mil dem Scrapie Stamm 263K (zur Verfu- Die vier Hauptklassen konnen den vier histologisch defi- 

gung gestellt von Dr. Richard Kimberlin) intracerebral und nierten cerebellaren Strukturen Stratum moleculare, Stratum 

intraperitoneal infiziert. Ini terminalen Stadium der Krank- ganglionare, Stratum granulosum und Substantia alba zuge- 

heit (70-120 Tage nach Infelcti on) wurden die Gehirne die- 35 ordnet werden. DarOber hinaus konnten insgesamt. neun 

ser Tiere (S) und von entsprechenden, mcht-infizierten Kon- spektrale Klassen separiert werden (numeriert: 1 9), die be- 

trolllieren (N) post mortem entnommen, wobei korrespon- stiiiimten S ubstrukLuren innerhalb des Cerebellums enlspre- 

dierende Vergleichspaare von gleichem Alter waren. chen. Aus Grunden der Ubersichtlichkeit ist in Fig, 4A nur 

Fur die Analyse der volihydratisierten Gewebeproben jedes dritte Spektrum des insgesamt 930 Spektren enthalte- 

wurden kleine Stiicke (ug-Mengen) der nativ herausprapa- 40 nen Mapping-Datensatzes dargestellt. 

rierten Medulla oblongata und Pons in eine FT-IR Kuvette AnschlieBend wurden Spektren einander entsprechender 

gegeben, die mit CaP 2 -Fenstem und einer optischen Weg- spektraler Klassen (z. B. Klasse 2 der Spektren von Stratum 

lange von 8 pm Schichtdicke ausgeriistet war. Die Infrarot- moleculare = graue Substanz des Kleinhirns) der N- und der 

spektren dicscr Proben wurden in cincm FT-IR Spcktromc- S-Probcn mitcinandcr vcrglichcn. Im obcrcn Toil von Fig. 

tcr in Transmission/Absorption gemcssen (spektrale Auflo- 45 4B (a) sind vektornormicrte zweite Ablcitungcn von Spck- 

snng: 4 cm*" 1 , Apodisation: Happ-Genzel, Zahl der Scans: tren von Proben Scrapie-infizierter Here (gestrichelte Li- 

128, 7£rofilling: 4). Zwei typische Spektren von S- und N- nien) solchen von gesunden Tieren (durchgezogene Linien) 

Gewebeproben sind in der Kig. 2 im Spektralbereich zwi- gegeniibergesteilt. Ini unteren Teil (b) sind die Dillerenz-* 

schen 1300 und 1000 cm" 1 dargestellt, in dem besonders spektren zwischen vektornonnierlen S- und N-Spektren aus 

prominente Unterschiede beobachtet werden konnen. Zur 50 a) fur die jeweiligen Gewebestrukturen dargestellt. Alle fur 

besseren Visualisierung der Banden sind die zweiten Ablei- diesen Vergleich verwendeten Spektren sind Mittelwerte 

tungen dargestellt, so daB Bandenmaxima als Minima er- von Spektren einer Spek tren klasse (s. Fig. 4A). Sie sind mit 

scheinen. dem Namen ihrer cerebellaren Schicht und der Nummer ih- 

rer spektralen Klasse gekennzeichnet. Die fur die einzelnen 

Beispiel 2 55 Gcwcbcklasscn bcobachtctcn charaktcrisdschcn spektralen 

Untcrschicdc cigncn sich fur cine sichcrc Diagnose des 

In Abwandlung der in Beispiel 1 dargelegten Ausftih- kran k h eitsassoziiert en Pathogen eseprozesses. 

rungsform wurden jewei Is 1 0 S- und N- Proben, die auf glei- — 

che Weise wie in Beispiel 1 erhalten wurden, in H 2 0 homo- Paten tan spruche 

genisiert (10 ul H 2 0 pro mg Gewebematerial). Aliquote von 60 

35 pi der Suspensionen wurden auf einen PC-gesteuerten 1. Verfahren zur Diagnose von TSE- induzierten patiio- 

Multiprobentrager, der auch zum Messeu von mikrobiellen logischen Veranderungen in Geweben, wobei die Ver- 

Proben geeignet ist (Helm et al. (1991) J. Gen. Microbiol. anderungen durch Scrapie, BSE oder durch eine andere 

137: 69-79; Helm et al. (1991) J. Microbiol. Meth. 14: dem TSE-Formenkreis zugehorige Krankheitsform 

127-142; Naumann (1998) Proc. SPIE 3257: 245-257), aus 65 hervorgerufen werden, dadurch gekennzeichnet, daB 

ZnSe aufgebracht und nach den in der Literatur beschriebe- (a) Infrarotstrahlung auf eine durch TSE patholo- 

nen Angaben angetrocknet. Infrarotspektren der so erhalte- gisch veranderte Gewebeprobe gelenkt wird und 

nen Filme wurden in Transmission aufgenommen und einer die spektralen Charakteristika der Infrarotstrah- 
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lung nach Wechselwirkung mir der Probe regi- 
srriert werden und 

(b) die so erhalrenen Infrarotspektren rnit einer 
Referenzda ten bank, welche Infrarotspektren vod 
TSE-infizierten Geweben und von nicht-infizier- 5 
len Geweben enthalt, verg lichen und klassifiziert 
werden. 

2. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Gewebeprobe dem zentralen Nervensy- 
stem, dem peripheren Nervensystem oder Organcn des 10 
lymphatischcn Systems, des Vcrdauungssystcms, des 
endokrinen Systems, des kardiovaskularen Systems 
oder des respiratorischem Systems entsrammt. 

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 
und 2, dadurch gekennzeichnel, daB das Infrarolspek- 15 
trum des Gewebes entweder in einer oder niehreren 
Regionen des mittleren Infrarotbereichs von 500 bis 
4000 cm" 1 oder des nahen Infrarotbereichs von 4000 
bis 10000 cm" 1 oder in beiden Regionen gemessen 
wird. - 20 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gckcnnzcichnct, daB die Wechselwir- 
kung der Infrarotstrahlung mit der Probe und die Dc- 
tektion der charakterist.isch veranderten Strahlung in 
einer Transmissions/Absorptionsanordnung, einer An- 25 
ordnung zur Messung der abgeschwaehlen Tolalreile- 
xion, einer Anordoung zur Messung der direkten oder 
diffusen Reflexion oder mittels IR-Lichtleitertechnik 
erfolgt. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 30 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Vergleich des 
Infrarotspektrums der zu untersuchenden Probe mit 
den Infrarotspektren der Referenzdatenbank mittels ei- 
ner oder mehrerer Methoden der Mustererkennung, 
vorzugsweise mittels Algorithmen der multivariaten 35 
Staristik oder kunsf.licher neuron aler Netze, erfolgt, 
wobei die dem Vergleich zugrundeliegenden speklra- 
len Bereiche mit Verfahren zur Extraktion optlmaier 
spektraler Merkmale, etwa mit genetischen Algorith- 
men, ermittelt werden. 40 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnel, daB die Messung des 
Infrarotspektrums mit einer infrarotmikroskopischen 
McBanordnung an einem Gcwcbcdiinnschnitt in Trans- 
mission oder in dircktcr Reflexion durchgeftihrt wird. 45 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB orrsaufgelost, rt. h. in Abhangigkeit von der 
GewebesieLle, an welcher der InfrarolsLralil durch die 
Probe geleitel wird, Inlrarotspeklren gemessen werden. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 6 50 
und 7, dadurch gekennzeichnet, daB jedes der ortsab- 

h an gig registrierten Infrarotspektren mit der Referenz- 
datenbank verglichen wird und somit ortsspeziflsche 
Infonnadonen uber die Krankheitsausbreitung im Ge- 
webe crhaltcn werden. 55 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspriichc 6 
his 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Referenzdaten- 
bank Referenzspektren von TSR-infizierten Geweben — 
und von nicht-inlizierten Geweben jeweils aller iin Ge- 
webeschnill [nilteLs Inlrarolspektroskopie unLerscheid- 60 

barer Strukturen enthalt. 
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